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精蛋白重组人胰岛素注射液（预混 50/50）与 50/50 混合重组人胰岛素注射
液在 Beagle 犬体内的生物等效性研究 
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摘  要：目的  研究精蛋白重组人胰岛素注射液（预混 50/50）与已上市的 50/50 混合重组人胰岛素注射液在 Beagle 犬体内

的药动学和生物等效性。方法  采用单剂量试验制剂和参比制剂自身双交叉给药方案，12 只健康 Beagle 犬分别皮下注射同

剂量精蛋白重组人胰岛素注射液（预混 50/50）和 50/50 混合重组人胰岛素注射液，给药后不同时间经静脉采集血浆标本，

同时采用罗氏血糖仪同步测定动物血糖水平；放射免疫分析（RIA）法检测血药浓度；血药浓度数据用 DAS 2.0 药动学软件

拟合计算参数，并进行生物等效性分析。结果  Beagle 犬交叉 sc 5 U/只试验制剂与参比制剂后，主要药动学参数分别为：

平均 t1/2为（2.62±2.14）、（1.99±1.37）h；平均 Cmax 为（108.30±26.90）、（104.60±18.45）μU/mL；平均 tmax 为（0.94±0.43）、
（0.90±0.39）h；平均 AUC(0-t)为（362.3±73.6）、（351.7±53.9）μU/(mL·h)。血浆最低葡萄糖浓度（Cmin）分别为（1.74±0.25）、
（1.80±0.33）mmol/L，达到最低浓度所需时间（tmin）分别为（1.58±0.97）、（2.02±0.96） h。结论  精蛋白重组人胰岛素

注射液（预混 50/50）与 50/50 混合重组人胰岛素注射液在 Beagle 犬体内具有生物等效性。 
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Abstract: Objective  To investigate the pharmacokinetic and bioequivalence of Isophane Protamine Recombinant Human Insulin 
Injection (pre-mixed 50/50) and 50/50 Mixture Recombinant Human Insulin Injection after sc administration in Beagle dogs. Methods  
Twelve healthy Beagle dogs dogs were divided into two groups, and the dogs in two groups were separately singlely sc injected with 
Isophane Protamine Recombinant Human Insulin Injection (pre-mixed 50/50) and 50/50 Mixture Recombinant Human Insulin 
Injection in the same dose according to a randomized two-phase crossover. The plasma was sampled at different time points after sc 
administration, and the blood glucose levels were determined by Roche Glucose meter synchronously. The radioimmunoassay (RIA) 
method was used to determine the concentration of blood insulin at the different sample points. The pharmacokinetic parameters were 
calculated by DAS 2.0 Software. Results  Beagle’s dogs were treated with test preparation and reference preparation following single 
sc administration at the dose of 5 U/animal. The main pharmacokinetic parameters of test preparation and reference preparation were as  
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following: The elimination half-life (t1/2) was (2.62 ± 2.14) and (1.99 ± 1.37) h, the peak concentration (Cmax) was (108.30 ± 26.90) and 
(104.60 ± 18.45) μU/mL, the peak time (tmax) was (0.94 ± 0.43) and (0.90 ± 0.39) h, and the area under the concentration - time curve 
(AUC(0-t)) was (362.3 ± 73.6) and (351.7 ± 53.9) μU/(mL·h), respectively. What’s more, the minimum blood glucose levels (Cmin) of 
the tested and referenced samples were (1.74 ± 0.25) and (1.80 ± 0.33) mmol/L, respectively, and the tmin (time to reach minimum 
blood glucose level) was (1.58 ± 0.97) and (2.02 ± 0.96) h, respectively. Conclusion  Isophane Protamine Recombinant Human 
Insulin Injection (pre-mixed 50/50) and 50/50 Mixture Recombinant Human Insulin Injection are bioequivalent in the therapy effect. 
Key words: Isophane Protamine Recombinant Human Insulin Injection (pre-mixed 50/50); 50/50 Mixture Recombinant Human 
Insulin Injection; pharmacokinetic; bioequivalence 
 

糖尿病是由遗传和环境因素相互作用而引起的

以慢性高血糖为特征的代谢性疾病。长期的高血糖

及其所伴随的蛋白质、脂肪代谢异常引起心、脑、

肾、神经血管等组织的结构和功能发生异常，甚至

会造成器官功能衰竭而危及生命。糖尿病是继心脑

血管、癌症之后严重威胁人类健康的第 3 大疾病[1-4]。

糖尿病患者出现的血糖异常有两种情况：一是空腹

血糖高，二是餐后血糖高。如何兼顾空腹和餐后血

糖的平稳控制是临床上需解决的问题。一种有效的

制剂方案就是将降低餐后血糖的餐时胰岛素和降低

空腹血糖的基础胰岛素按一定比例预先混合制成预

混胰岛素，其共同特点是双时相作用，即混合后两

种胰岛素各自发挥作用，相当于一次注射了短效和

中效胰岛素，既能利用短效胰岛素解决餐后高血糖，

又有中效胰岛素延长血糖控制时间，同时控制空腹

血糖。预混胰岛素制剂已普遍被应用于需要胰岛素

治疗的 2 型糖尿病患者，其主要优点是能够减少每

日所必须注射的次数，尤其是对于那些不愿意或不

能用更复杂的给药方案治疗的患者。目前常用的预

混胰岛素制剂有一种是 50%的短效人胰岛素和 50%
中效人胰岛素的混合制剂。本实验采用 Beagle 犬自

身双交叉 sc 给药方法，研究精蛋白重组人胰岛素注

射液（预混 50/50）与已上市的同类制剂 50/50 混合

重组人胰岛素注射液的生物等效性，为下一步的临

床研究提供参考。 
1  材料 
1.1  试验药物 

精蛋白重组人胰岛素注射液（预混 50/50）为

试验制剂，由合肥天麦生物科技发展有限公司提供，

规格 300 U/3mL/支，批号 F201206011；50/50 混合

重组人胰岛素注射液为参比制剂，由通化东宝药业

股份有限公司出品，规格 3 mL∶300 U，批号

5M111050004。 
1.2  试验动物 

Beagle 犬 12 只，雌雄各 6 只，体质量 10.0～11.5 

kg，购自北京玛斯生物技术有限责任公司，许可证

编号 SCXK（京）2011-0003。 
1.3  试验试剂 

人胰岛素放射免疫测定试剂盒（批号 HI-14K）、

犬 C 肽放射免疫测定试剂盒（批号 CCP-24HK）均

为美国 Millipore 公司产品。 
1.4  主要仪器 

WIZARD2 2470 自动伽马计数仪（美国 PE 公

司），卓越型 ACCU 血糖测试仪及配套的卓越金锐

血糖试纸（Roche Diagnostics GmbH，血糖检测范围

1.7～19.6 mmol/L，试纸批号 470796），DL-5 型冷

冻离心机（湘仪离心机仪器有限公司）。 
2  方法 
2.1  试验设计 

单剂量试验制剂、参比制剂自身双交叉 sc 动物

生物等效性试验，sc 剂量为 5 U/只。 
2.2  动物分组 

试验前分性别对动物编号为 1～12 号，其中单

号雄性，双号为雌性。第 1 次实验时 1～6 号给以试

验制剂，7～12 号给以参比制剂，第 2 次实验时交

换剂型给药；两次实验间洗脱期 1 周。动物给药后

6 h 统一饲喂。 
2.3  给药及血样采集 

实验给药前一天 21:30 动物进食晚餐后禁食

（采血结束后进食）。于次日 9:00 开始，分别给予试

验制剂或参比制剂，给药浓度为 5 U/mL，给药体积

为 0.1 mL/kg，并于给药前以及给药后 0.25、0.5、1、
1.5、2、2.5、3、4、6、8 h 从前肢静脉采血 2.5 mL，
一滴全血即刻用于血糖测定，其余肝素抗凝，低温

（4 ℃）、3 500 r/min 离心 15 min，分离血浆，置于 2
个 EP 管中，立即−80 ℃冰冻保存待测。 
2.4  Beagle 犬血浆胰岛素测定的本底扣除方法 

正常动物体内含有内源性胰岛素，会干扰试验

中血药浓度的检测，因此需要将内源性胰岛素扣除，

以排除对外源性胰岛素测定的影响。通常胰岛素和
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C 肽在体内是等分子分泌，测定血浆中犬 C 肽水平

可用于校正内源性胰岛素的水平。 
采用人胰岛素放射免疫测定试剂盒，与胰岛素

同步检测血浆中犬C肽浓度以扣除犬内源胰岛素对

外源性胰岛素测定的影响。采用高灵敏度的放射免

疫（RIA）法测定各时间点采集血浆样品的总胰岛

素及犬 C 肽浓度，计算外源胰岛素。 
Iex(t)=It0(t)－[C(t)I(t=0)/C(t=0)] 

Iex(t)是注射后 t 时间的外源胰岛素浓度，It0(t)是注射后 t

时间的总胰岛素浓度，C(t)是 t 时的 C 肽浓度，I(t=0)是初始内

源性胰岛素浓度，C(t=0)是初始时 C 肽浓度[5-6] 

2.5  犬血浆样品中人胰岛素的放射免疫法测定 
2.5.1  样品测定方法   取放免试管编号，按

“Millipore 人胰岛素特异试剂盒测定原理及方法”

进行操作，最后在伽马计数仪上测得各管放射计数

CPM，计算各管计数与零标准管计数的比值 B/B0。 
2.5.2  标准曲线和样品浓度计算  标准曲线是用

分析缓冲液将测定试剂盒所带的人胰岛素标准溶液

（200 μU/mL）稀释成浓度分别为 200、100、50、25、
12.5、6.25、3.125 μU/mL 系列标准工作液，每个浓

度平行做两管，取平均值。结果经 Origin 7.0 软件

进行数据处理，即可得到标准曲线。浓度在 3.125～
200 μU/mL 时，与 B/B0符合四参数方程：Y＝A2＋

(A1－A2)/[1＋(X/X0)P]。药物浓度与 B/B0 的线性相关

系数 r＝0.999±0.001，ED20、ED50、ED80 在标准曲

线范围内，以上结果均符合放免测定方法的质量

要求。 
X 为待测样品浓度，Y 为测得的 B/B0值，X0为 B/B0=50%

对应的样品浓度，P 为标准曲线斜率，A1、A2分别是反 S 型

曲线上渐进线和下渐进线的估计值。 

本法的最低定量限为标准曲线的最低浓度点，

即为 3.125 μU/mL。 
2.5.3  回收率试验  正常 Beagle 犬血浆中含有一

定量的犬胰岛素本底，在其中加入 15、40、150 
μU/mL 人胰岛素，测定后扣除本底，计算相对回收

率，结果见表 1。 
2.5.4  精密度和准确度试验  在正常 Beagle 犬血

浆中，加入用分析缓冲液稀释得到 15、40、150 
μU/mL 人胰岛素，测定批内和批间的准确度和精密

度，结果见表 2。 
 

表 1  放免法测定 Beagle 犬血浆样品中人胰岛素的回收率（n=5） 

Table 1  Recovery of human insulin in plasma of Beagle dog samples using RIA method (n = 5 ) 

加入量/(μU·mL−1) 测定值/(μU·mL−1) 回收率 RSD/% 

0 9.41±0.44   

15 25.43±0.67 106.8 2.6 

40 50.23±1.25 102.1 2.5 

150 169.16±12.49 106.5 7.4 

表 2  放免法测定 Beagle 犬血浆样品中人胰岛素的精密度和准确度（n=15） 
Table 2  Precision and accuracy of human insulin in plasma of Beagle dogs using RIA method (n = 15 ) 

浓度/(μU·mL−1) 测定浓度/(μU·mL−1) 批内 RSD/% 批间 RSD /% RE/% 

9.30 9.30±0.48 5.47 3.09  

24.30 25.91±1.09 4.22 4.04 6.6 

49.30 51.53±1.40 2.01 5.26 4.5 

159.30 167.61±10.80 6.46 6.34 5.2 

 
2.5.5  健全性、特异性和样品稳定性试验  将高浓

度样品用分析缓冲液稀释后测定，测定值与稀释度

r＝0.999 5，表明在标准曲线浓度范围内，稀释样品

基本不影响测定结果。在正常 Beagle 犬血浆中，加

入不同浓度的人胰岛素后得到 4 种浓度的血样，−80 

℃保存 28 d 后测定，结果样品的 RE 为−9.7%～

4.4%，说明在该保存条件下样品可以保持稳定。本

试剂盒对人胰岛素和犬胰岛素的检测能力完全一致

（100%交叉反应），而与人前胰岛素基本无交叉反应

（＜0.2%）。 
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2.6  犬血浆样品中犬 C 肽浓度的放射免疫测定 

2.6.1  样品测定方法   取放免试管编号，按

“Millipore 人胰岛素特异试剂盒测定原理及方法”

进行操作，最后在伽马计数仪上测得各管放射计数

CPM，计算各管计数与零标准管计数的比值 B/B0。 
2.6.2  标准曲线和样品浓度计算  用分析缓冲液将

测定试剂盒所带的 20 ng/mL 犬 C 肽标准溶液稀释

成浓度分别为 20、10、5、2.5、1.25、0.625、0.312 
5 ng/mL 系列标准工作液，每个浓度平行做两管，

取平均值。结果经 Origin 7.0 软件进行数据处理，

即可得标准曲线。浓度在 0.312 5～20 ng/mL 时，与

B/B0 符合四参数方程： Y＝A2 ＋ (A1－A2)/[1＋
(X/X0)P]。药物浓度与 B/B0 的数 r＝0.999±0.000，
ED20、ED50、ED80 在标准曲线范围内，以上结果均

符合放免测定方法的质量要求。 
X 为待测样品浓度，Y 为测得的 B/B0值，X0为 B/B0=50%

对应的样品浓度，P 为标准曲线斜率，A1、A2分别是反 S 型

曲线上渐进线和下渐进线的估计值（根据标准品测量值计算

机能自动算出） 

本法的最低定量限为标准曲线的最低浓度点，

即为 0.3125 ng/mL。 
2.6.3  回收率试验  正常Beagle犬血浆中加入 1.5、
3.5、10 ng/mL 犬 C 肽，用本法测定后扣除本底计

算相对回收率，结果见表 3。 
2.6.4  精密度和准确度试验  在正常 Beagle 犬血

浆中，加入用分析缓冲液稀释得到的不同浓度（0.9、
3.0、10.0 ng/mL）的犬 C 肽，测定批内和批间的准

确度和精密度，结果见表 4。 
 

表 3  放免法测定 Beagle 犬血浆样品中 C 肽的相对回收率（n=5） 
Table 3  Recovery of C peptide in plasma samples of Beagle dog using RIA method (n = 5 ) 

加入量/(ng·mL−1) 测定值/(ng·mL−1) 回收率 RSD/% 

0 0   

1.5 1.54±0.09 102.6 5.8 

3.5 3.44±0.21 98.4 6.1 

10 9.71±0.76 97.1 7.8 

表 4  放免法测定 Beagle 犬血浆样品中犬 C 肽的精密度和准确度（n=15） 
Table 4  Precision and accuracy of C peptide in plasma samples of Beagle dogs using RIA method (n = 15 ) 

浓度/(ng·mL−1) 测定浓度/(ng·mL−1) 批内 RSD/% 批间 RSD /% RE/% 

0.9 0.87±0.08 8.59 13.56 −3.5 

3.0 2.93±0.23 7.10 10.50 −2.2 

10.0 10.00±1.00 7.76 18.53  0.0 

 
2.6.5  健全性和样品稳定性试验  将高浓度样品用

分析缓冲液倍比稀释后测定，测量值与稀释度 r＝
0.997 2，表明在标准曲线浓度范围内，稀释样品基

本不影响测定结果。在正常 Beagle 犬血浆中，加入

不同浓度的犬 C 肽后得到 3 种浓度的血样，−80 ℃
保存 28 d 后测定，样品测定 RE 为−9.9%～−1.9%，

提示在该保存条件下样品可以保持稳定。 
2.7  数据分析 

采用 DAS2.0 药动学计算程序软件进行药动学

参数计算和生物等效性分析。用成对 t 检验比较动

物交叉给药后 Cmin、tmin 的差异，绘出平均血糖浓

度–时间曲线。 
3  结果 

3.1  胰岛素血药浓度测定 
12 只健康 Beagle 犬 sc 试验制剂、参比制剂后，

测得的各时间点血浆样品的总胰岛素浓度，扣除本

底后得到各时间点外源胰岛素浓度值。外源胰岛素

平均药时曲线见图 1。 
3.2  试验制剂与参比制剂生物等效性 

将外源胰岛素浓度的数据用 DAS2.0 药动学计

算程序软件进行生物等效性分析，12 只 Beagle 犬

交叉 sc 试验制剂、参比制剂后，以血浆外源性胰岛

素浓度计算得到的主要药动学参数，见表 5。根据

双向单侧 t 检验、[1-2α]置信区间法、配对 Wilcoxon
法比较 AUC(0-t)、AUC(0-∞)、Cmax、tmax，计算所得的

结果均显示这 2种制剂具有生物等效性，见表 6～8。 
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图 1  Beagle 犬 sc 试验制剂、参比制剂后的外源胰岛素平

均药时曲线 
Fig. 1  Mean plasma concentration - time curves after sc 

administration of test and reference drugs in Beagle 
dogs 

表 5  Beagle 犬 sc 受试制剂和参比制剂后药动学参数比较 
Table 5  Comparison on pharmacokinetic parameters after 

sc administration of tested and reference drugs in 
Beagle dogs 

参数 单位 试验制剂 参比制剂 

t1/2 h 2.62±2.14 1.99±1.37 

Cmax μU·mL−1 108.30±26.90 104.60±18.45

tmax h 0.94±0.43 0.90±0.39 

AUC(0-t) μU·mL−1·h−1 362.3±73.6 351.7±53.9 

AUC(0-∞) μU·mL−1·h−1 378.1±68.7 363.9±51.1 

 

表 6  Cmax与 AUC(0-t)等效性分析（双向单侧 t 检验） 
Table 6  Cmax and AUC(0-t) equivalence analysis (two- 

direction one - side t test) 

项目 与低限比 tL 与高限比 tH P 值 结论

Cmax 5.807 5.201 0.000 合格

AUC(0-t) 3.871 3.219 0.002 合格

 

表 7  Cmax与 AUC(0-t)等效性分析（置信区间法） 
Table 7  Cmax and AUC(0-t) equivalence analysis 

(confidence level) 

项目 等效标准/% 置信区间/% 
总体相对生

物利用度/%
结论 

Cmax 70.0～143.0 90.7～114.8 102.0 合格 

AUC(0-t) 80.0～125.0 91.1～114.4 102.1 合格 

 

表 8  tmax非参检验（配对 Wilcoxon 法）结果 
Table 8  Non-parameter test of tmax (by paired Wilcoxon) 

项  目 参比制剂 试验制剂 P 值 结论 

x±s 0.90±0.39 0.94±0.43 ＞0.05 合格 

Max-Min 1.50-0.25 1.50-0.25   

Median 1 1   

 
3.3  试验制剂与参比制剂的药效动力学比较 

12 只 Beagle 犬 sc 试验制剂、参比制剂后，绘

制平均血糖–时间曲线，见图 2，可以看出试验制

剂与参比制剂在 Beagle 犬体内降血糖过程非常一

致。两个制剂的平均 tmin 和平均 Cmin 结果见表 9，
采用成对 t 检验分析两个制剂，结果显示 tmin、Cmin

均无统计学差异。 

 

图 2  Beagle 犬双交叉给药后平均血糖浓度-时间曲线 
Fig. 2  Mean blood glucose - time curves after  sc administration 

in Beagle dogs 

表 9  Beagle 犬给药试验制剂和参比制剂后血糖 tmin、Cmin 
Table 9  tmin and Cmin after sc administration of test and 

reference drugs in Beagle dogs 

制剂 tmin/h Cmin/(mmol·L−1) 
P值(成对 t

检验) 

试验制剂 1.58±0.97 1.74±0.25 ＞0.05 

参比制剂 2.02±0.96 1.80±0.33 ＞0.05 

 
4  讨论 

放射免疫分析法是最早建立的一种免疫分析

法，是放射性同位素测定法与免疫反应基本原理相

结合的一种同位素分析技术。采用放射免疫分析法

检测血药浓度，检测方法可靠、灵敏度高、特异性

强，快速、简便等特点，完全符合生物样本分析

要求。 
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胰岛素的种属差异极小，如人胰岛素与犬胰岛

素就具有 100%交叉反应，使用目前的免疫测定方

法不能将外源性胰岛素与体内的内源性胰岛素区

别。体内胰岛素水平受血糖及其他激素的复杂调控，

一直处在不断变化中，会明显干扰外源胰岛素的测

定。在胰岛素制剂生物利用度研究当中，如何进行

背景扣除就成为重要问题。内源性胰岛素是由体内

胰岛素原经酶降解而成，每生成 1 分子胰岛素同时

生成 1 分子 C 肽，因此血液中 C 肽水平与内源性胰

岛素呈正相关性。实验中在胰岛素给药后采集包括

0 时刻的各时间点血样，分别测定胰岛素浓度和 C
肽浓度，用血浆中犬 C 肽浓度来校正犬内源胰岛素

对外源性胰岛素测定的影响，结果能够满足试验的

要求。 
精蛋白重组人胰岛素注射液（预混 50/50）与

已上市的同类制剂 50/50 混合重组人胰岛素注射液

在 12 只健康 Beagle 犬体内交叉给药后，两种制剂

的主要药动学参数，用 DAS 2.0 药动学软件进行分

析，结果均满足等效性对比的合格标准。同时药效

学结果也充分表明，因此两种制剂在体内有非常

一致的降糖过程，充分说明了两种制剂具有生物

等效性。 
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